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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
4EBP1    4E Bindungsprotein 1 
AKT/PKB   Proteinkinase B 
aP2    Adipozytenprotein 2 
BRRS    Bannayan-Riley-Ruvalcaba Syndrom 
eIF 4E    eukaryontischer Initiationsfaktor 4E 
GTP    Guanosintriphosphat 
IGF    Insulin-like growth factor 
IGFBP2 Insulin-like growth factor binding protein 2  
IRS Insulinrezeptorsubstrat 
LipPD1 Zellen   PTEN-defiziente Lipomzellen 1 
Lip2 Zellen   Lipomzellen 2 
MAPK Mitogen-activated protein kinases 
MEK Mitogen-activated protein kinase kinase 
mTORC 1/2   mammalian Target of Rapamycin Complex 1/2 
PDK1 Phosphoinositide-dependent kinase-1 
PHTS    PTEN-Hamartom-Tumor-Syndrom 
PI3K    Phosphoinositid-3-Kinasen 
PIP-3    Phosphatidyl-inositol-(3,4,5)-trisphosphat 
PKB    Proteinkinase B 
PPARγ    Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
PRAS40   proline-rich Akt substrate of 40 kDa 
PTEN    Phosphatase and Tensin homolog  
Raf    Rapidly accelerated fibrosarcoma/ rat fibrosarcoma 
Ras    Rat sarcoma 
RGD Sequenz   Arg-Gly-Asp Domäne 
RHEB     Ras homolog enriched in brain   
RTK    Rezeptortyrosinkinase 
SGBS     Simpson–Golabi–Behmel Syndrom  
TSC 1/2   Tuberous sclerosis complex 1/2 
 
 
 5 
BIBLIOGRAPHISCHE BESCHREIBUNG 
 
Franziska Katharina Wilhelm 
 
Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg und die Produktion des Insulinähnlichen 
Wachstumsfaktorbindungsproteins-2 (IGFBP-2) in humanen Adipozyten  
 
Universität Leipzig, Dissertation 
 
33 Seiten, 30 Literaturangaben, 1 Artikel, 2 Abbildungen, 6 Anlagen 
 
Referat: 
In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass die Serumkonzentration des insulinähnlichen 
Wachstumsfaktorbindungsproteins-2  (IGFBP-2) bei Krebserkrankungen, die mit dem Verlust 
des Tumorsuppressorgens PTEN einhergehen, erhöht ist und daher möglicherweise einen 
Marker für den PTEN-Status und die Aktivität des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges darstellt. 
Schmid et al. haben 2014 einen Patienten mit PTEN-Hamartom-Tumor-Syndrom (PHTS) mit 
einer heterozygoten PTEN-Keimbahndeletion und massiver Lipomatose beschrieben, bei dem 
erhöhte IGFBP-2 Serumspiegel gemessen wurden. Ziel dieser Arbeit war es zu analysieren, ob  
PTEN-defiziente Lipomzellen des Patienten im Vergleich zu Kontrollfettzellen mehr IGFBP-2 
produzieren, sowie den Einfluss verschiedener pharmakologischer Inhibitoren des 
AKT/PI3K/mTOR - und des MAPK- Signalwegs auf die IGFBP-2 Produktion  zu untersuchen. In 
der PTEN-defizienten Lipomzellkultur, gewonnen aus reseziertem Lipomgewebe des Patienten, 
wurden vergleichbare Mengen an IGFBP-2 wie in den nicht PTEN-defizienten Kontrollzellen 
gefunden. Die pharmakologische Hemmung der PI3K und AKT bewirkten eine signifikante 
Senkung der IGFBP-2 Expression und Sekretion, wohingegen sich bei Hemmung der MEK und 
des mTORC1 keine Effekte zeigten. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine 
heterozygote PTEN-Deletion in Lipomzellen nicht zu einer erhöhten IGFBP-2 Produktion führt 
und daher die erhöhten Serumspiegel des Patienten nicht darauf zurückzuführen sind. Des 
Weiteren bestätigen die in vitro Ergebnisse die klinische Beobachtung, dass unter der Therapie 
mit dem mTORC1-Inhibitor Rapamycin die IGFBP-2 Serumspiegel des Patienten nicht 
zurückgingen. Möglicherweise stellt  IGFBP-2 jedoch einen geeigneten Verlaufsmarker für eine 
Therapie mit PI3K- oder AKT-Inhibitoren dar.  
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EINFÜHRUNG IN DIE THEMATIK 
1. Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg 
Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) sind eine Familie von Proteinen, die zur Regulation von 
Zellwachstum, Proliferation, Metabolismus, Glukosehomöostase und Vesikeltransport beitragen. 
Da es sich bei diesem Signalweg um ein sehr komplexes System handelt, werden  im 
Folgenden die für das Projekt wichtigen Komponenten des Systems dargestellt (Abb.1). Die 
PI3K wird vorrangig durch Nährstoffe und Wachstumsfaktoren aktiviert. Diese Aktivierung 
geschieht meist über eine Rezeptortyrosinkinase (RTK) und Adapterproteine wie das 
Insulinrezeptorsubstrat (IRS) oder das G-Protein Ras [1] (Abb.1). Das am besten untersuchte 
Mitglied der PI3K Familie sind die Klasse 1 Kinasen, die alle durch die Phosphorylierung an 
der Position C3 den Second Messenger Phosphatidyl-inositol-(3,4,5)-trisphosphat (PIP-3) 
generieren. An dieser Stelle der Kaskade kann das Phosphatase und Tensin Homolog  (PTEN) 
hemmend in die Signaltransduktion der PI3K eingreifen. Es katalysiert die antagonistische 
Reaktion von PIP-3 zu PIP-2 [2] (Abb.1) und wirkt dadurch als Tumorsuppressor [1]. PTEN wird 
wiederum auf transkriptioneller Ebene durch die PI3K kontrolliert [1]. Durch den Second 
Messenger PIP3  wird über die Phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK1) und den 
mammalian Target of Rapamycin Complex 2 (mTORC2) die auch als Proteinkinase B (PKB) 
bekannte AKT phosphoryliert und aktiviert [2]. Vor allem Zellwachstum, -metabolismus, -
überleben und die Glukosehomöostase werden über die AKT vermittelt [1]. Durch ihre 
Kinaseaktivität kann die AKT viele verschiedene Signalwege und -moleküle beeinflussen, unter 
anderem auch den mTORC1, der eine große Rolle bei der Regulation der Translation und der 
Ribosomenbiogenese spielt. Für die AKT vermittelte mTORC1 Aktivierung sind zwei 
verschiedene Wege bekannt. Einerseits inaktiviert AKT durch Phosphorylierung den Tuberous 
sclerosis complex 2 (TSC2), der mit dem TSC1 einen auf das Ras homolog enriched in brain 
(RHEB) inhibitorisch wirkenden Komplex bildet. RHEB ist eine kleine GTPase, die den mTORC1 
durch die Inhibition des negativen Regulators FKBP38 aktiviert [1]. Andererseits kann die AKT 
einen weiteren negativen Regulator des mTORC1, PRAS40, durch Phosphorylierung 
inhibieren. Der mTORC1 führt einerseits über die Aktivierung der ribosomalen S6 Kinase, 
andererseits durch die Hyperphosphorylierung des eukaryotischen Initiationsfaktor4-E-
Bindungsproteins zur gesteigerten mRNA Translation [2]. Über die Regulation der 
Transaktivierungsaktivität  des Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARδ) spielt 
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mTOR auch eine wichtige Rolle bei der Regulation der Adipogenese [3]. Es gibt eine Vielzahl 
von Crosstalks zwischen dem PI3K- und anderen Signalwegen, unter anderem dem MAPK-
Signalweg. Beispielsweise führt eine Aktivierung des Ras-Proteins durch die PI3K zu einer 
lysophosphatidischen Säure (LPA)-induzierten MAPK-Aktivierung. Allerdings benötigt die PI3K-
induzierte Ras-Aktivierung wahrscheinlich noch weitere Moleküle und ist gewebespezifisch. 
Außerdem kann die PI3K Raf mit Hilfe der AKT direkt inhibieren und dadurch den MAPK-
Signalweg hemmen. Dieser Crosstalks ist besonders für die Regulation der Differenzierung 
mancher Gewebe  und  des Zellüberlebens von Bedeutung [4]. Des Weiteren kann PTEN 
durch den MAPK-Signalweg herunterreguliert werden. In einer Art negativem Feedback 
inhibiert PTEN durch negative Regulation des Integrin-signalings die MAPK [1]. 
 
 
 Abb.1 Vereinfachte Darstellung der PI3K/AKT/mTOR- und MAPK- Signalwege (modifiziert 
nach [5]) 
2. PTEN und das PTEN-Hamartom-Tumor-Syndrom (PHTS) 
Der Tumorsuppressor, Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN), wurde 1997 bei der 
Kartierung von Deletionen in Hirn-, Brust- und Prostatakarzinomen entdeckt [5]. Seine am 
besten charakterisierte Funktion ist die Dephosphorylierung von PIP-3 zu PIP-2 und die damit 
verbundene Hemmung des PI3K-Signalweges. Folglich können Mutationen im PTEN Gen zu 
einer Überaktivierung des vor allem wachstumsfördernd wirkenden PI3K Signalweges führen. 
PTEN ist eines der am häufigsten mutierten Tumorsuppressorgene und ist besonders häufig in 
Prostatakarzinomen, Endometriumkarzinomen und Glioblastomen mutiert [1]. 
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Keimbahnmutationen im PTEN sind ursächlich für eine Vielzahl sehr unterschiedlicher 
Krankheitsbilder, die unter dem Begriff PTEN-Hamartom-Tumor-Syndrom (PHTS) 
zusammengefasst werden [6]. In diese Gruppe werden folgende Krankheitsbilder eingeordnet: 
Cowden-Syndrom, Bannayan-Riley-Ruvalcaba-Syndrom (BRRS), Proteus- und Proteusähnliches-
Syndrom [7]. Das Cowden-Syndrom ist der am besten beschriebene Subtyp des PHTS und ist 
vor allem durch Hamartombildung und ein stark erhöhtes Risiko für benigne und maligne 
Tumorerkrankungen vor allem der Brust, der Schilddrüse und des Endometriums 
gekennzeichnet.  Für das Proteus- und das Proteusähnliche- Syndrom sind hingegen hamartöse 
Wucherungen und Malformationen verschiedener Gewebe, Nävi, sowie Hyperostosen typisch 
[7]. Das BRRS beschreibt eine seltene, kongenitale Erkrankung. Die Kinder fallen meist früh 
durch Makrozephalie, Lipomatose, Hämangiome, intestinale Polypen, hyperpigmentierte 
Flecken am Penis, ein hohes Geburtsgewicht, proximale Muskelmyopathie, hyperextensible 
Gelenke, eine Trichterbrust, Skoliose, eine Entwicklungsverzögerung und später durch 
Intelligenzminderung auf [7].   
3. Das Insulinähnliche Wachstumsfaktorbindungsprotein-2 (IGFBP-2) 
IGFBP-2 ist eines von sechs beschriebenen IGF-Bindungsproteinen. Einerseits dienen sie dem 
Transport der IGFs in den Gefäßen und über die Kapillarmembran zur Verteilung der IGFs zu 
bestimmten Geweben und Zellen, andererseits kontrollieren sie die Interaktionen der IGFs mit 
den Oberflächenrezeptoren und ihre Bioaktivität. 95% der IGFs werden an IGFBP-3 gebunden, 
nur knapp 1% liegt frei vor. Der Rest wird von IGFBP-1,-2 und -4 transportiert.  
Das IGFBP-2 Gen befindet sich auf dem Chromosom 2q33-34. Es wird im Gegensatz zu den 
meisten anderen IGFBPs nicht posttranslational glykosyliert, sondern nur phosphoryliert und hat 
ein Molekulargewicht von ca. 34 kDa [8,9]. Außerdem weist es eine etwa zweifach höhere 
Affinität zu IGF-II im Vergleich zu IGF-I auf. Es kann sowohl in einer extrazellulären löslichen 
als auch in einer membrangebundenen Form sowie intrazellulär vorkommen [10]. Die 
Funktionen des IGFBP-2 werden kontrovers diskutiert. Einerseits wurden wachstumshemmende, 
andererseits wachstumsfördernde Effekte nachgewiesen. Durch die Fähigkeit IGF zu binden 
und damit die Interaktion mit dem IGF-Rezeptor zu verhindern, wirkt es wachstumshemmend 
[11]. Wachstumsfördernde Effekte zeigten sich beispielsweise an LAPC-4 
Prostatakarzinomzellen. Dabei scheint der MAPK-Signalweg eine wichtige Rolle zu spielen, da 
eine MAPK-Inhibition diesen wachstumsfördernden Effekt vollständig aufhob [12]. Außerdem 
konnte ein dämpfender Effekt von IGFBP-2 auf die Funktion des PTENs an humanen 
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Brustkrebszellen durch die Bindung von IGFBP-2 mit seiner RGD-Sequenz an das α5β1 Integrin 
gezeigt werden [13]. Durch den Wegfall der PTEN-vermittelten Hemmung führt dies indirekt zu 
einer Verstärkung des wachstumsfördernden Insulin/IGF-Signalwegs [14]. An Gliomzellen 
konnte des Weiteren gezeigt werden, dass eine Interaktion zwischen RGD-Domäne und dem 
α5 Integrin zu erhöhter Zellmobilität führt [15].   
IGFBP-2 ist das zweithäufigste zirkulierende IGFBP im erwachsenen Menschen und das Haupt-
IGFBP im Kindesalter [10]. Es wird fast überall während der Fetalentwicklung und im 
Erwachsenen vor allem in der Leber, im Fettgewebe, im Reproduktionssystem und im zentralen 
Nervensystem exprimiert [14]. Außerdem ist es das vorherrschende von weißen Adipozyten 
sezernierte IGFBP [16,17]. Dies konnte auch in vitro an 3T3-L1 Zellen gezeigt werden, die im 
differenzierten Zustand IGFBP-2 produzierten [16]. Bei Mäusen wurde ein Zusammenhang 
zwischen der IGFBP-2 Plasmakonzentration und IGFBP-2 mRNA Expression im viszeralen 
weißen Fettgewebe gefunden. Daraus folgerten die Autoren, dass das viszerale Fettgewebe 
einen Beitrag zur Konzentration des zirkulierenden IGFBP-2 leistet [18]. Paradoxerweise ist 
jedoch der IGFBP-2 Spiegel indirekt proportional zum Body-Mass-Index. Daher findet man bei 
übergewichtigen Patienten erniedrigte und beispielsweise bei Patienten mit Anorexia nervosa 
stark erhöhte Werte. Letztere kommen wohl durch eine erhöhte IGFBP-2 Sekretion aus der 
Leber bei längeren Fastenperioden zustande [8,10]. An transgenen IGFBP-2 
überexprimierenden Mäusen konnte gezeigt werden, dass hohe IGFBP-2 Spiegel vor 
altersbedingter Glukoseintoleranz, Insulinresistenz und Hypertonie schützen. Außerdem 
entwickelten diese transgenen Mäuse trotz fettreicher Ernährung weder Übergewicht noch eine 
Insulinresistenz [17]. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass IGFBP-2 eine wichtige Rolle 
sowohl im Glukose- als auch im Fettstoffwechsel spielt. In vielen pathologischen Situationen, 
sowohl akut als auch chronisch, findet man erhöhte IGFBP-2 Spiegel, unter anderem bei 
Patienten mit malignen Krebserkrankungen. IGFBP-2 wurde bei einigen Tumorarten aufgrund 
von Korrelationen mit bereits bekannten Tumormarkern als potentieller neuer Tumormarker 
diskutiert [11]. Außerdem wurde IGFBP-2 als prognostischer Marker bei Prostatakarzinomen in 
Erwägung gezogen [19]. Da eine Assoziation zwischen Karzinomen mit Verlust des PTEN 
Gens und erhöhten IGFBP-2 Spiegeln im Patientenserum gefunden wurden, schlugen Mehrian-
Shai et al. 2007 IGFBP-2 als Marker für den PTEN-Status von Tumoren vor [20]. Weitere 
Hinweise, dass IGFBP-2 durch den PI3K/AKT-Signalweg reguliert wird, geben Studien an 
DU145 Prostatakarzinomzellen mit konstitutiver AKT-Phosphorylierung, die vermehrt IGFBP-2 
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exprimieren [20] und an U251 Glioblastomzellen in denen die PTEN-Induktion zu einer 
verminderten IGFBP-2 Expression führt [21]. Auch  die Anwendung pharmakologischer 
Hemmstoffe wie die PI3K Inhibitoren LY294002 [21,22] und Wortmannin [23] führte zu einem 
deutlichen Rückgang der IGFBP-2 Expression. Der MEK Inhibitor PD98059 hemmte in 
Brustkrebszellen ebenfalls die IGFBP-2 Proteinexpression [22]. Dagegen konnten bei in vitro 
Studien mit pharmakologischen mTOR Inhibitoren sowohl keine Effekte [21] als auch eine 
signifikante Senkung [22–24] der IGFBP-2 Expression gezeigt werden. 
4. Vorstellung des Patienten 
Im Folgenden möchte ich den Patienten beschreiben, der die klinische Grundlage des Projektes 
darstellt. Dabei werde ich mich auf die für die Arbeit relevanten Aspekte beschränken. Ein 
ausführlicher Fallbericht wurde von Schmid et al. 2014 publiziert. Bereits im Alter von 7 
Monaten wurde bei dem Patienten mittels Computertomographie eine große retroperitoneale 
Raumforderung gefunden, die histologisch als Lipomatose befundet wurde. Weitere Lipome 
wurden an Hals, linker Flanke und intraspinal festgestellt. Genetische Untersuchungen zeigten 
eine heterozygote Deletion von Exon 2 bis 9/9 im PTEN Gen. Damit und in Zusammenschau 
einer Vielzahl anderer typischer Symptome wurde die Diagnose PHTS Subtyp BRRS gestellt. Im 
Verlauf verschlechterte sich der Gesundheitszustand des Patienten zunehmend bis hin zu einem 
kompletten Wachstumsstillstand mit Kachexie und Verlust des subkutanen Fettgewebes im Alter 
von 3 Jahren. Auch das Wachstum der durch ihre Organnähe nicht resezierbaren Lipome war 
progredient. Im Einverständnis der Eltern und der klinischen Ethikkommission wurde eine orale 
Rapamycin-(Sirolimus)-Therapie begonnen [25]. Eine australische Arbeitsgruppe hatte zuvor 
über eine erfolgreiche Rapamycin-Therapie bei einem PHTS Patienten berichtet. Die 
Arbeitsgruppe publizierte außerdem, dass die erhöhten IGFBP-2 Serumspiegel des PHTS 
Patienten unter der Rapamycin-Therapie sanken. Sie vermuteten, dass der IGFPB-2 
Serumspiegel einen geeigneten Marker für die Überwachung des Therapieerfolgs darstellt 
[24]. Aus diesem Grund wurden auch bei dem von Schmid et al. 2014 beschriebenen 
Patienten die IGFBP-2 Serumspiegel regelmäßig kontrolliert. Verglichen mit gesunden, 
altersgleichen Kindern waren die IGFBP-2 Serumwerte des Patienten stark erhöht. Im Verlauf 
der Rapamycin-Therapie zeigte sich kein deutlicher Abfall der Serumspiegel. Vor Beginn der 
Rapamycin-Therapie ergab sich die Möglichkeit, aus Lipomgewebe des Patienten, welches zu 
diagnostischen Zwecken entfernt wurde,  eine Zellkultur zu etablieren, die als  PTEN-defiziente 
Lipomzellen 1 (LipPD1) bezeichnet wurde [25]. 
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DAS PROMOTIONSPROJEKT 
1.  Hintergrund und Fragestellung 
Bei dem von Schmid et al. 2014 beschriebenen und in der Universitätskinderklinik Leipzig 
behandelten Patienten fielen unter anderem eine Lipomatose bei kachektischem 
Ernährungszustand, sowie stark erhöhte IGFBP-2 Serumspiegel auf [25].  IGFBP-2 ist das 
vorherrschende von weißen Adipozyten sezernierte IGFBP [16,17]. Vor einigen Jahren wurde 
nachgewiesen, dass ein PTEN-Verlust in Tumorzellen mit einer erhöhten IGFBP-2 Produktion 
assoziiert ist [20]. Vor diesem Hintergrund stellten wir die Hypothese auf, dass die Lipome des 
Patienten eine Ursache für die erhöhten IGFBP-2 Serumsiegel sein könnten. Wir fragten daher 
als erstes, ob die Lipomzellen mit einer heterozygoten PTEN-Deletion in vitro mehr IGFBP-2 
produzieren als Adipozyten ohne PTEN-Mutation. Eine zweite Frage ergab sich aus der 
klinischen Beobachtung, dass die IGFBP-2 Serumspiegel des Patienten trotz der Rapamycin-
Therapie nicht wie im durch Marsh et al. 2008 beschriebenen Fall sanken und somit nicht zur 
Therapieüberwachung genutzt werden konnten. Daher vermuteten wir, dass Rapamycin auch 
in vitro nicht zu einer erniedrigten IGFBP-2 Produktion in den Lipomzellen führen würde. Im 
Hinblick auf mögliche Therapieoptionen hatten Schmid et al. 2014 verschiedene 
pharmakologische Inhibitoren des PI3K/AKT/mTOR- Signalweges auf ihren Einfluss auf die 
Zellviabilität und Apoptose untersucht. Dabei zeigten nur Inhibitoren der PI3K und der AKT 
eine Induktion der Apoptose. In anderen Untersuchungen konnte zudem eine Senkung der 
IGFBP-2 Expression nach Inhibition der PI3K, der AKT und der MAPK in verschiedenen 
Tumorzelllinien nachgewiesen werden [21,22]. In Anbetracht eines  möglichen 
therapeutischen Einsatzes eines pharmakologischen Inhibitors des PI3K/AKT- oder MAPK- 
Signalweges, stellte sich die Frage,  ob die pharmakologische Hemmung der PI3K, der AKT 
und der MEK zur Senkung der IGFBP-2 Produktion führt. Die sich daraus ergebenden 
Erkenntnisse könnten Hinweise darauf geben, ob sich IGFBP-2 in diesen Fällen als 
Therapieverlaufsmarker eignet und zudem einen Beitrag zum Verständnis der Regulation von 
IGFBP-2 in humanen Adipozyten leisten.   
Zusammenfassend wollte ich folgende Fragen beantworten: 
a) Produzieren Lipomzellen mit einer heterozygoten PTEN-Deletion mehr IGFBP-2 als 
Kontrollzellen ohne PTEN-Defizienz? 
b) Hat Rapamycin auch in vitro keinen  senkenden Einfluss auf die IGFBP-2 Produktion 
in Lipomzellen? 
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c) Führt eine pharmakologische Hemmung der PI3K, AKT oder MEK zu einer 
erniedrigten IGFBP-2 Produktion? 
2. Anmerkungen zur Publikation 
Diese Dissertation wurde, den Bestimmungen des kumulativen Promotionsverfahrens mit 
geteilter Erstautorschaft folgend, erstellt. Daher möchte ich an dieser Stelle meinen 
wissenschaftlichen Beitrag zur Arbeit darstellen. Im Rahmen dieses Projektes war ich 
maßgeblich an der Projektplanung gemeinsam mit Dr. rer. nat. Antje Garten und Prof. Dr. 
med. Wieland Kiess beteiligt. Die Abbildungen 1 A und B, 3, sowie die Abbildungen 1B und 
3 des Supplements der Publikation, zeigen die Ergebnisse der von mir durchgeführten und 
graphisch aufgearbeiteten  Experimente. Dipl. troph. Franziska Käßner und Dr. rer. nat. Antje 
Garten führten die Experimente zu den Abbildungen 1 C und D, 2 sowie 1A und 2 des 
Supplements durch und erstellten die zugehörigen Grafiken. Ich verfasste das initiale 
Manuskript und erstellte in Zusammenarbeit mit den Koautoren revidierte Versionen. Die 
Textabschnitte, die sich auf die Experimente zu den Abbildungen 1 C und D, 2, sowie 1A und 
2 des Supplements beziehen, wurden von Dipl. troph. Franziska Käßner und Dr. rer. nat Antje 
Garten eingefügt.  
Eine von den Koautoren bestätigte Erklärung über meinen wissenschaftlichen Beitrag zur 
Publikation wurde dem Promotionsantrag beigefügt.  
Da ich im Rahmen meines Promotionsprojektes Vorarbeiten durchgeführt habe, die nicht in der 
Publikation veröffentlicht wurden, habe ich diese in den Anlagen unter II. gesondert erläutert. 
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Ausgehend von einem Patienten mit heterozygoter PTEN-Deletion und PHTS, der unter anderem 
mit einer ausgeprägten Lipomatose bei gleichzeitiger Kachexie und stark erhöhten IGFBP-2 
Spiegeln auffiel [25], sollte in vitro untersucht werden, ob die Lipomzellen eine Ursache der 
erhöhten Konzentrationen des IGFBP-2 im Patientenserum sein könnten. Um möglichst nah an 
der beim Patienten vorliegenden Pathologie zu bleiben, wurden dazu die aus reseziertem 
Lipommaterial des Patienten gewonnene Zellkultur LipPD1 genutzt. Die LipPD1 Zellen wurden 
mit einem humanen Adipozytenmodell (SGBS), einer nicht PTEN-defizienten Lipomzellkultur 
Lip2 und primären Präadipozyten hinsichtlich ihrer IGFBP-2 Sekretion, mRNA- sowie 
Proteinexpression verglichen. In allen untersuchten Adipozytenmodellen konnte eine IGFBP-2 
Produktion nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse passen dazu, dass IGFBP-2 als das 
vorherrschende von Fettzellen produzierte IGF-Bindungsprotein beschrieben wird  [16,17] und 
in 3T3-L1 Mausadipozyten im differenzierten Zustand IGFBP-2 nachgewiesen werden konnte 
[16]. Des Weiteren ergaben unsere Untersuchungen, dass LipPD1, Lip2 und primäre 
Präadipozyten die maximale IGFBP-2 Produktion während der ersten vier Tage der 
Differenzierung aufweisen. Da die IGFBP-2 Produktion anschließend wieder deutlich absinkt, 
könnte dies darauf hindeuten, dass es ein Marker der frühen Differenzierungsphase ist. Diese 
Vermutung wird dadurch gestützt, dass im Überstand von voll differenziertem humanem 
Fettgewebe kein IGFBP-2 nachgewiesen werden konnte [26] und auch in Rattenosteoblasten 
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[27] und C2C12 Muskelzellen [28] mit zunehmender Differenzierung IGFBP-2 absank. 
Auffällig war auch, dass SGBS Zellen ein späteres Maximum der IGFBP-2 Sekretion bei 
gleichzeitig ähnlichem IGFBP-2 mRNA- und Proteinexpressionsmuster im Vergleich zu den drei 
anderen untersuchten Adipozytenmodellen zeigen. Bisher ist jedoch keine Mutation in den 
SGBS Zellen bekannt, welche diese Beobachtung erklären könnte. Entgegen unserer 
Hypothese, dass die PTEN-Defizienz der LipPD1 Zellen zu einer gesteigerten IGFBP-2 
Produktion führt, zeigten sich in vitro keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
untersuchten Adipozytenmodellen. Insgesamt weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass das 
Lipomgewebe nicht aufgrund der PTEN-Defizienz, sondern wegen des hohen Anteils an der 
Körpermasse des Patienten und somit wegen des hohen Sekretionspotentials, eine Ursache der 
erhöhten IGFBP2 Spiegel im Serum sein könnte.  Die in der Literatur beschriebene erhöhte 
IGFBP-2 Produktion in Tumoren ging im Unterschied zu der heterozygoten Deletion des 
untersuchten Patienten mit einem kompletten Verlust des PTEN-Gens einher [20]. Zudem konnte 
gezeigt werden, dass eine transiente PTEN Herunterregulation in SGBS Zellen auf 27,5% zu 
einem signifikanten Anstieg der IGFBP-2 Konzentration im Überstand führt [29]. Dies legt in 
Zusammenschau nahe, dass eine heterozygote PTEN-Deletion  trotz der nachgewiesenen 
vermehrten basalen AKT-Aktivierung in den LipPD1 Zellen kompensiert werden kann. Zudem ist 
bekannt, dass paradoxerweise ein kachektischer Ernährungszustand ebenfalls zu erhöhten 
IGFBP-2 Spiegeln führt [11], diese jedoch durch eine erhöhte IGFBP-2 Sekretion aus der Leber 
bei längeren Fastenperioden zustande kommen [8,10]. Daher vermuten wir, dass einerseits die 
Lipommasse und andererseits der kachektische Ernährungszustand des Patienten die 
Hauptursachen für die Erhöhung der IGFBP-2 Spiegel sind. 
Im zweiten Schritt dieser Arbeit sollte der Einfluss von pharmakologischen Inhibitoren des 
PI3K/AKT/mTOR [20–23] und MAPK-Signalweges [22] auf die IGFBP-2 Produktion untersucht 
werden. Dies geschah vor dem klinischen Hintergrund, dass bei dem von Schmid et al. 2014 
beschriebenen Patienten mit PHTS die IGFBP-2 Serumspiegel unter Rapamycin-Therapie nicht 
sanken, sondern nicht signifikant schwankten. Marsh et al. (2008) hatte zudem IGFBP-2 als 
möglichen Marker zur Verlaufskontrolle einer Rapamycin-Therapie diskutiert, da in diesem Fall 
die IGFBP-2 Serumspiegel unter Rapamycin-Therapie sanken. Daher sollten die Experimente 
neue Hinweise zur Regulation des IGFBP-2 in humanen Adipozyten und zur möglichen 
Nutzung als Therapieverlaufsmarker liefern. Im Gegensatz zu verschiedenen Gruppen, die 
unter anderem an 3T3L1 Mausadipozyten [23] bei ähnlichen Rapamycin-Dosierungen eine 
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signifikante Reduktion von IGFBP-2 nachweisen konnten, sahen wir in vitro keine signifikante 
Senkung der IGFBP-2 Produktion in PTEN-defizienten Lipomzellen. Diese Ergebnisse passen zu 
der klinischen Beobachtung, dass trotz Rapamycin-Therapie die IGFBP-2 Serumspiegel des 
Patienten nicht sanken [25]. Auch konnten wir, anders als in MCF-7 Mamakarzinomzellen 
beschrieben [22], keinen signifikanten Effekt bei Hemmung der MEK mit PD98059 
nachweisen. In Übereinstimmung mit anderen Gruppen führte die pharmakologische 
Hemmung der PI3K durch LY294002 [20–22] und Wortmannin [23] zu einer erniedrigten 
IGFBP-2 Produktion. Auch eine Hemmung der AKT mittels Perifosin führte zu einer Senkung der 
IGFBP-2 Sekretion. Zudem zeigte sich bei Inhibition der PI3K eine dosisabhängige Senkung 
der mRNA-Expression des Adipozytenproteins 2 (aP2), einem Marker der adipozytären 
Differenzierung. Daher könnte die Hemmung der Adipozytendifferenzierung in einer frühen 
Phase der Grund für die verminderte IGFBP-2 Expression in LipPD1 Zellen sein. In 
Zusammenschau dieser Ergebnisse können wir festhalten, dass IGFBP-2 in humanen 
Lipomzellen hauptsächlich durch die Hemmung der PI3K oder der AKT beeinflusst werden 
kann. Daraus schließen wir, dass sich IGFBP-2 nicht zur Verlaufskontrolle einer Rapamycin-
Therapie unseres PHTS-Patienten eignet. Jedoch könnte es möglicherweise ein hilfreicher 
Marker des Erfolgs einer Therapie von PHTS-assoziierten Lipomatosen mit  Angriffspunkt an der 
PI3K oder AKT sein.  
Die meisten Erkenntnisse über die Regulation des IGFBP-2 stammen aus Maus- oder 
Tumorzellmodellen. Die vorliegende Arbeit leistet einen Beitrag zur Aufklärung der Regulation 
der IGFBP-2 Produktion in humanen Adipozyten und trägt gleichzeitig zum besseren 
Verständnis der PHTS-assoziierten Lipomatose und zur Suche nach Therapieverlaufsmarkern 
bei. 
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ANLAGEN 
I. Supplement der Publikation 
 
Supplemental Fig. 1 
PTEN protein expression in LipPD1 preadipocytes is lower than in SGBS, Lip2 and normal 
preadipocytes, while all preadipocytes differentiate similarly. 
Human preadipocytes (LipPD1, Lip2, SGBS and normal preadipocytes) were tested for PTEN protein 
expression. PTEN band density was normalized to GAPDH band density. Data represent the mean of 
two independent experiments. One typical Western blot is shown (A). 
Human adipocytes (LipPD1, Lip2, SGBS and primary adipocytes) were tested for aP2 mRNA expression 
during adipocyte differentiation. Data represent mean ± SEM of at least three independent experiments 
carried out in triplicates (B). 
 
 
 
 
 
 
 
Supplemental Fig. 2 
PTEN protein is down regulated to the same extend by both tested siRNAs. 
SGBS cells were treated with siRNAs #235 or #236 against PTEN or negative control and were 
subsequently differentiated until day four. PTEN protein expression was detected. One typical Western 
blot out of two is shown. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Supplemental Fig. 3 
Impact of the AKT inhibitor perifosine on IGFBP-2 secretion in LipPD1 cells. 
LipPD1 cells were differentiated in vitro until day three and incubated with the AKT inhibitor perifosine 
(50 μmol/l) for 24 h. IGFBP-2 levels in cell culture supernatant were measured by ELISA. Data are shown 
as mean ± SEM of three independent experiments carried out in duplicates. *p < 0.05; **p < 0.01. 
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II. Vorarbeiten 
II.a Die Lipomzellen 2 
Im Forschungslabor der Universitätskinderklinik Leipzig wurde eine weitere  Lipomzellkultur, die 
Lipomzellen 2 (Lip2), mit Einverständnis der Eltern des Patienten und einem etablierten Protokoll 
folgend [30] gewonnen. Das Lipomgewebe stammt von einem sonst unauffälligen 3-jährigen 
Jungen und wurde aus therapeutischen Gründen entfernt. Genetische Untersuchungen des 
PTEN zeigten keine Auffälligkeiten [29]. Dies bot die Möglichkeit, nicht PTEN-defiziente 
Lipomzellen zu Vergleichszwecken zu nutzen. Zur Charakterisierung der Zellkultur wurde die 
Verdopplungszeit in Kulturmedium bestimmt. Dazu wurden auf fünf 24-Well-Platten für die 
Zeitpunkte 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden in je 3 Wells 5000 Zellen/Well ausgesät. Ein 
Mediumswechsel wurde analog zur Zellkultur aller 48h durchgeführt. Nach 24, 48, 72, 96 
und 120 Stunden wurden die Zellkerne mit einem fluoreszierenden DNA-Farbstoff 
(Hoechst33342) markiert und auf jeweils fünf Fotos pro Well mit Hilfe des Programms Image J 
ausgezählt. Die Verdopplungszeit wurde mit einem frei verfügbaren Doublingtime cell 
calculator++ (Roth V. 2006 Doubling time computing, http://www.doubling-
time.com/compute_more.php, 10.10.2015) berechnet. Dabei wurde zunächst mit Hilfe der 
Methode der kleinsten Quadrate (least squares fitting method) eine Regressionsgleichung 
ermittelt und daraus die Wachstumsrate bestimmt.  Die Verdopplungszeit wurde anschließend 
nach der Formel ln(2)/Wachstumrate berechnet. Zu Vergleichszwecken wurden humane nicht 
PTEN-defiziente Kontrollpräadipozyten (SGBS) und LipPD1 mitgeführt, allerdings aufgrund der 
kürzeren Verdopplungszeit nur 2000 Zellen pro Well ausgesät. Die Lip2 Zellen zeigten eine 
deutlich längere Verdopplungszeit von 46,2±6,7h im Vergleich zu SGBS Zellen (24,5±1,1h) 
und LipPD1 Zellen (31,4±1,1h). In der Langzeitkultur ließen sich die Lip2 Präadipozyten über 
40 Verdopplungszeiten (Generationen) kultivieren. Anschließend verlangsamte sich das 
Wachstum, bis die Zellen schließlich nach 154 Tagen in Kultur abstarben.  
II.b Entwicklung eines IGFBP-2 Nachweises mittels Western Blot 
Für die Untersuchung des IGFBP-2 Proteingehalts der Zellen wurden zwei kommerziell 
erhältliche IGFBP-2 Antikörper getestet. Mit dem zuerst verwendeten Antikörper (ab91404) 
ließen sich dem etablierten Protokoll [29] folgend jedoch keine spezifischen Banden darstellen. 
Zur Dosisfindung wurde zunächst Jurkatzelllysat als empfohlene Positivkontrolle verwendet, was 
jedoch im Western Blot zu Banden auf der Höhe von ca. 60kDa statt der erwarteten 37 kDa 
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führte. Um auszuschließen, dass die Ursache im Jurkatzelllysat lag, wurden bereits im IGFBP-2 
ELISA gemessene Überstände aufgetragen. Dabei zeigten sich zwar Banden auf Höhe von ca. 
35kDa, allerdings auch auf verschiedenen anderen Höhen. Auch unter Anwendung des 
dazugehörigen blocking peptide ließen sich keine spezifischen IGFBP-2 Banden auf der 
entsprechenden Höhe nachweisen (Abb.2A). Für die Dosisfindung des zweiten käuflich 
erworbenen Antikörpers (ab109284)  wurde Jurkatzelllysat, SGBS-Zellysat vom vierten Tag der 
Differenzierung, sowie der zugehörige, bereits mittels ELISA gemessene Überstand verwendet. 
Dabei konnte bei einer Antikörperverdünnung von 1:10.000 bei allen untersuchten Proben 
eine spezifische Bande in  Höhe von ca. 35kDa nachgewiesen werden (Abb.2B) 
 
Abb.2 IGFBP-2 Western Blot, ab91404(A) und ab109284 (B) 
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Unterstützung meines Projekts durch die MDPro2 Projektförderung bedanken. 
Zum Schluss möchte ich Susanne Behrendt und Tobias Drechsler, für die freundschaftliche 
Begleitung im Labor und durchs Examen, meinen Eltern für die Ermutigung zu einer 
experimentellen Doktorarbeit und ihre interessierte Unterstützung, meinem Bruder und meinem 
Ehemann einen ganz herzlichen Dank aussprechen. 
